UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES EN EL TONO BASAL DEL
MUSCULO LISO DE LAS ViAS AEREAS DE COBAYO

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

BERENICE RUBIO TORRES

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX ANO 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Atonatiu Edmundo Gémez Martinez
VOCAL: Profesor: José Fausto Rivero Cruz
SECRETARIO: Profesor: Luis Manuel Montafio Ramirez

ler. SUPLENTE: Profesor: Oscar Armando Pérez Méndez

2° SUPLENTE: Profesor: Luz Maria del Rocio Valdés Gémez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO DE INVESTIGACION EN ASMA, TORRE DE INVESTIGACION,
EN LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNAM

ASESOR DEL TEMA:

Dr. LUIS MANUEL MONTANO RAMIREZ

SUPERVISOR TECNICO:

Dr. EDGAR FLORES SOTO

SUSTENTANTE (S):

BERENICE RUBIO TORRES



AGRADECIMIENTOS

Esta tesis fue financiada por DGAPA proyecto PAPIIT No. IN201216.



INDICE

LiSta dE @Dr@VIALUTAS ..oeeeeeiiiiie e e e e e ettt a e e e e e e e e e eaeta e e e e e e e e e enenennnnns 6
Listade figuras Y tablas ......ccoo oo 10
ST U1 0 1] o RSP TRUPPPTTN 11
I EFOTUCCION Lttt 13
Generalidades de las hormonas SEXUAIES ............ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 13
La dehidroepiandrOStEIONA ........ccceee e 14
0= (=1 (01 (] (0] o T- WP TUPPRTP 15
I S RT TSy = o [T | PP 15
Biosintesis de 1as hormonas SEXUAIES ...........cccuuuiiiiiiiiiiiiiiee e 16
Niveles fisioldgicos de dehidroepiandroSterona ............c.coeuvviiiiiiiieeieieeiccee e, 18
Niveles fiSiol0giCOS de tEStOSIEIONA ......ceiiiiiiiiiiiiiiiie et 19
Niveles fisioldgicos de 17B-eStradiol ...........ccoiiviiiiiiiiii i 20
Principales mecanismos de accion de las hormonas sexuales ............ccccccceeeeeeeiinnnnne. 21
[ TTor= T YIS g oI =1 To] 1 1o o TP 21
MECANISMO NO GENOIMCO ....eveiieeiiiiiiiiteeee e e e e ettt e e e e e e e s bbb e e e e e e e e e e e asnbbeseeeeeeeeaaannnnenees 21
Las hormonas sexuales y su efecto sobre las vias aéreas.............cccceeeeeeeeeeeeeeecceeeeee, 22
Principales mecanismos que mantienen el tono basal.............c....oooviiiiinn i, 25
ATPasa de Ca?" del reticulo SarcOPIASIMICO ........cccvveiieeciieiiee et 26
ATPasa de la membrana plasmatiCa ..........ccccooeeiiiiiiiiiiii e 26
Intercambiador Nt /CaZ .........coouee i ettt 27
Planteamiento del problema ... 28
[ [T o Lol ==Y £ REPPPPURPRR 28
ODJEEIVOS .. 28
LT 1T - P 28
o T (Lo U] = = PRSP 28
1= 00 Yo Fo] Lo o L - NS PPPPPRTP 29
FAIMACOS . ... 30
N F= LY LRSS =T L3 oo Y 31
LTS ] 1 =T o 1P 32
DISCUSION <. 39
CONCIUSION e 42
PEISPECTIVAS ..o 42
Bib i OGrafia...cceeiiiiii i e 43



LISTA DE ABREVIATURAS

ABREVIATURA SIGNIFICADO
Ach Acetilcolina
ADN Acido desoxirribonucleico
AMPCc Adenosin monofosfato ciclico
C Carbono
Ca?* lon Calcio
[Ca?*]i Concentracion de ion calcio intracelular
CaClz Cloruro de Calcio
Cch Carbacol
CO2 Dioxido de carbono
DE Desviacion estandar
DEM Desviacion estandar de la media
DHEA Dehidroepiandrosterona
DHEAS Metabolito sulfatado de la
dehidroepiandrosterona
EE Error estandar
Era Receptor a estrogeno a
ErB Receptor a estrogeno 3
ESM Error estandar de la media
E2 17B-estradiol




ABREVIATURA

SIGNIFICADO

GMPc Guanosin monofosfato ciclico
H* lon Hidrégeno
IgE Inmunoglobulina E
IL-10 Interleucina 10
IL-B Interleucina B
K* lon Potasio
KCI Cloruro de Potasio
KH2POa4 Fosfato de potasio monobasico
MgSOa4 Sulfato de magnesio
MLVA Musculo liso de las vias aéreas
mM Milimolar
Na* lon Sodio
NaCl Cloruro de sodio
NADPH- Nicotinamida adenina dinucleotido
fosfato
NaHCOs3 Bicarbonato de sodio
NCX Intercambiador Na*/Ca?*
NC Xy Intercambiador Na*/Ca?* en su fase
reversa
NO Oxido nitrico




ABREVIATURA SIGNIFICADO
nM Nanomolar
UM Micromolar
O2 Oxigeno molécular
OH- lon hidroxilo
OVA Ovoalbumina
Pg Picogramo
PGE:2 Prostaglandina E2
ATPasa de Ca?* de la membrana
PMCA -
plasmatica
PR-A Receptor a progestina A
PR-B Receptor a progestina B
RA Receptor a androgenos
RE Reticulo Endoplasmico
RNAmM Acido ribonucleico mensajero
RS Reticulo Sarcoplasmico
ATPasa de Ca?* del reticulo
SERCA .
sarcoplasmico
Canales de calcio operados por
SOC o
depdsito
TES Testosterona




ABREVIATURA

SIGNIFICADO

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa
Canales de calcio dependientes de
VDCC _
voltaje
Canales de calcio dependientes de
VDCC-L L
voltaje tipo L
3B3-HSD 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
5-hidroxitriptamina (receptor de
5-HT .
serotonina)
17B3-HSD 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

UM

Micromolar




LISTA DE FIGURAS Y TABLAS

FIGURA TITULO PAGINA
1 Estructuras quimicas de TES, DHEA y 17 estradiol 13
2 Biosintesis de las hormonas sexuales 17
3 Niveles fisioldgicos de DHEA (nmol/L) en funcién de la edad 18
4 Esquema que muestra las tres proteinas principales responsables 25
de mantener el tono basal
5 La DHEA produce disminucion del tono basal en el MLVA de 32
cobayo.
6 Efecto de la TES en el tono basal del MLVA de cobayo. 33
7 El 17 estradiol no produce disminucién significativa del tono 34
basal del MLVA de cobayo.
8 El efecto del salbutamol en el tono basal del MLVA de cobayo es 36
similar al efecto producido por DHEA y TES.
o) Comparacion de los porcentajes de relajacion de DHEA, TES 37
,17B- estradiol, y salbutamol.
TaBLA 1 Niveles en plasma de TES (ng/dL) en hombres y mujeres en 19
funcion de la edad
TABLA 2 Niveles fisiolégicos de estradiol (E2) en plasma en las diferentes 20
fases del ciclo menstrual de la mujer promedio
TABLA 3 Promedio de los porcentajes de relajacion de DHEA, 17f3- 38

estradiol, TES y salbutamol




RESUMEN

La dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona sexual enddégena que es
secretada a través de las glandulas suprarrenales en la zona reticular a partir del
colesterol. La DHEA es precursora de otras hormonas sexuales masculinas y
femeninas (andrégenos y estrogenos), como lo son la testosterona y el 173-

estradiol.

La DHEA o su metabolito sulfatado DHEA-S, constituyen el producto de secrecion
esteroideo mas elevado de la glandula adrenal. La concentracion plasmatica de
DHEA-S es de 300-500 veces mas alta que la propia concentracion de DHEA y
ésta a su vez, presenta una concentracion de 10 a 20 veces mas alta que
cualquier otro esteroide hormonal. Los niveles de esta hormona en el cuerpo
alcanzan su nivel maximo en plasma en la segunda década de la vida y
comienzan a declinar después de los 30 afios, de manera progresiva, hasta
alcanzar los niveles mas bajos a partir de la quinta década de la vida. La
declinaciéon de la secreciéon de la DHEA, y de la DHEA-S, coincide con el aumento
de la incidencia de varias enfermedades degenerativas de tipo: cardiovascular,
metabdlicas, cognitivas o motoras; por lo que desde hace décadas se ha
considerado a la DHEA como responsable, en parte, de mantener la salud general
del organismo (Traish et al., 2011; Saltzman y Guay, 2006; Rainey et al., 2002).

Se ha demostrado que la DHEA muestra un efecto broncodilatador en el masculo
liso de las vias aéreas (MLVA) de cobayos sensibilizados cuando el tejido es
precontracturado con diferentes agonistas. Ademas, se ha propuesto que la DHEA
es capaz de producir relajacién del masculo liso uterino y vascular via un efecto no
genomico (Espinoza J et al., 2013).

En el laboratorio de investigacion en asma, se observd que la hormona
testosterona (TES) ademas de relajar el MLVA al ser precontracturado con
diferentes agonistas, también disminuia el tono basal, que es el equilibrio entre la
contraccion y la relajacion de éste tejido. Teniendo esto como antecedente y el
efecto de la DHEA sobre el MLVA, el objetivo principal del presente trabajo de

investigacion fue el de evaluar el efecto de DHEA, TES y 173-estradiol sobre el
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tono basal usando como sustancia de referencia el salbutamol, debido a su
conocido efecto relajante en el MLVA.

Para ello, se utiliz la técnica de 6rganos aislados donde se obtuvieron registros
isométricos y se obtuvo el porcentaje de relajacion sobre el tono basal inducido
por cada hormona y por el salbutamol. La DHEA y la TES mostraron un porcentaje
de relajacion similar al del salbutamol mientras que con el 17B-estradiol no se
observd este efecto relajante. Sin embargo, con el salbutamol se manejaron
concentraciones nanomolares mientras que con la DHEA y la TES fueron del
orden micromolar, por lo que se concluye que la DHEA y la TES tienen un efecto
relajante sobre el tono basal del MLVA de cobayo y en comparacién con el

salbutamol este efecto es menos potente pero igual de eficaz.
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INTRODUCCION

Generalidades de las hormonas sexuales

Las hormonas esteroideas o sexuales son lipidos derivados del colesterol, que
comparten la misma estructura quimica de 4 anillos de carbono fusionados,
llamada ciclopentanoperhidrofenantreno y se diferencian y clasifican por el nimero
de carbonos y por los grupos funcionales que presentan. Las progestinas,
glucocorticoides y mineralocorticoides poseen 21 carbonos; los andrégenos tienen

19 atomos de carbono y los estrogenos tienen 18 carbonos (Voet et al., 2007).

18
HC PH Bh, /O

4 HO 6
Testosterona Dehidroepiandrosterona
18
OH
CH,

HO y
17-B estradiol

Figura 1. Estructuras quimicas de la testosterona (TES, andrégeno),
dehidroepiandrosterona (DHEA) y 17(3-estradiol (estrogeno) en la que se observa
la diferencia del numero de carbonos entre cada una y los grupos funcionales

caracteristicos de cada una (Voet et al., 2007).
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Las hormonas esteroideas, cuando se sintetizan presentan aspectos comunes que
posteriormente se diversifican segun el tejido y los mecanismos responsables para
producir andrégenos y estrégenos. Las gonadas masculinas y femeninas
producen las hormonas esteroideas sexuales (estrégenos, progesterona y
androgenos). En mujeres embarazadas la placenta es también una fuente de
hormonas esteroideas, entre las mas importantes se encuentran la progesterona y
el 17p-estradiol.

Las hormonas esteroides sexuales son las encargadas de mantener los fenotipos
sexuales: masculino (andrégenos) y femenino (estrégenos y progesterona); y son

peculiarmente importantes en los procesos reproductivos.

La dehidroepiandrosterona

La dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroidea que se produce en
la zona reticular de las glandulas suprarrenales y en las gbnadas. Es la precursora
de todas las hormonas esteroides corporales naturales (andrégenos y estrégenos)
(Romieu P et al., 2003).

Y junto con su éster sulfatado, el sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S)
constituyen el producto de secrecion esteroidal mas elevado de las glandulas

suprarrenales (Baulieu EE et al., 2000).

En la actualidad el papel fisiolégico de la DHEA y DHEA-S no se ha esclarecido
totalmente. De acuerdo a Ebeling y Koivisto, la DHEA tiene un papel tanto
estrogénico como androgénico, y la diferencia de sus efectos dependera de la
concentracion hormonal del medio en el que se encuentre (Ebeling y Koivisto.,
1994).

Como se observa en la figura 1 la estructura quimica de la DHEA tiene 19 atomos
de carbono, un doble enlace entre el C5 y C6, un atomo de oxigeno en C17 y un
substituyente hidroxilo (OH") en C3.
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La testosterona

La testosterona (TES) es una hormona sexual del grupo de los andrégenos, es
producida principalmente en los testiculos de los hombres y en los ovarios de las
mujeres, aunque en menor cantidad que en los hombres, es secretada en
pequefias cantidades por las glandulas suprarrenales y es la hormona sexual

principal masculina.

Sus efectos fisioldgicos principales son: (a) anabdlicos, que incluyen el crecimiento
de la masa muscular e incremento de la densidad Osea, (b) androgénicos, que

incluyen la maduracion de los érganos sexuales (Voet et al., 2007).

En cuanto a su estructura quimica como se muestra en la figura 1, tiene 19
atomos de carbono, un doble enlace entre C4 y C5, un atomo de oxigeno en C3y
un substituyente hidroxilo (OH) en C12 (Amado y Florez., 2003).

El 17B-estradiol

El 17B-estradiol (E2) es una hormona sexual femenina derivada del colesterol, es
el estrogeno predominante durante los afios reproductivos de la mujer, también se
encuentra presente en el hombre, pero en niveles mas bajos que la mujer. Es
producido principalmente en las células granulosas de los ovarios, pero también

se produce en el cerebro y las paredes arteriales (Voet et al., 2007).

El E2 actda en el desarrollo, mantenimiento y funcién de los 6rganos reproductores
femeninos y masculinos, ciclos de actividad sexual y caracteristicas sexuales

secundarias femeninas (Valsecia., 2012).

Sus principales funciones metabdlicas son: retencién de agua y sal, regulacién de
metabolismos proteico/calcico y lipidico, ayuda a la coagulacion sanguinea por el
incremento en la produccion de factores de coagulacion (Amado y Flores., 2003).
Cuando se libera en las células se une con su receptor celular y entra al nacleo de

las células para ejercer su efecto (Voet et al., 2007).
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El E2 contiene 18 atomos de carbono, un grupo hidroxilo en el C3 y C17 y a
diferencia de la DHEA o la TES posee un anillo aromético (Figura 1).

Biosintesis de las hormonas sexuales

Primeramente, para que se de origen a las hormonas sexuales ocurre la
bioconversion del colesterol a la pregnenolona, mediante una hidrolisis de la
cadena lateral del colesterol, por la accién de la enzima p450scc (side chain
cleavage). La pregnenolona tiene dos vias de biotransformacion: (1) es
metabolizada por la enzima P450 C-17 para que se forme la
dehidroepiandrosterona (DHEA), y (2) es sustrato de la enzima 33-HSD (HSD:
hidroxiesteroide deshidrogenasa) que origina a la progesterona, la cual es
metabolizada por la enzima P450 C-17 y que se forme la androstenodiona, la cual
es un precursor de la testosterona (TES). La DHEA puede ser sulfatada para
producir su metabolito, sulfato de DHEA (DHEA-S); también puede ser
biotransformada a androstenodiol, por una reduccién del grupo 17-ceto, mediante
la accion de la enzima 173-HSD y androstenodiona, por accién de la 33-HSD que
oxida el grupo 3B-hidroxilo. Las enzimas 3B-HSD y la 173-HSD toman como
sustratos al androstenodiol y a la androstenodiona para biotransformarse a TES
(Pozzi et al., 2003; Poletti et al., 1998).

La enzima P450 aromatasa toma como sustrato a la TES, que reduce su grupo 3-
ceto y aromatiza el anillo A con pérdida del C19, para generar, el E2 (Amado y
Flores.,2003).

Las células que secretan hormonas sexuales tienen cantidades muy grandes de
reticulo endoplasmico liso, el organelo en el cual sintetizan estas sustancias. Las
hormonas sexuales son lipofilas y difunden facilmente a través de las membranas,
tanto para salir de la célula que las produce como para entrar en la célula blanco.
Cuando un estimulo activa a la célula que las produce, los precursores que estan

en el citoplasma se convierten rapidamente en la hormona activa. La
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concentracion de hormona en el citoplasma aumenta, y la molécula sale de la
célula por difusion simple (Castillo S et al., 2009).
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Figura 2. Biosintesis de las hormonas sexuales (Tomada y editada de Tsutsui K.,
2011).
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Niveles fisioldgicos de dehidroepiandrosterona

Los niveles fisiologicos en plasma de la DHEA son mayores que cualquier otra
hormona sexual, de 20 a 30 veces mayor (Baulieu EE et al., 2000), en un adulto
promedio sus niveles son de 20-25 nmol/L alcanzando su nivel maximo en plasma
entre los 20-30 afios y de ahi en adelante comienzan a declinar de manera
progresiva, hasta alcanzar los niveles mas bajos en los dltimos afios de vida de

cada persona. (Fig. 3; Labrie, 1998).

%09 Hombres 3°7 Mujeres
- 25 25
—
—
S 20 20
=
=
~ 15 15
<«
—
= 10 - 10 —
=
5 5 -
0 T 0 T

20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80

Edad (aios)

Figura 3. Niveles fisiologicos de DHEA (nmol/L) en funcién de la edad (Tomada y
modificada de Labrie., 1998).

Existen varias enfermedades degenerativas que se relacionan con la disminucién
de la secrecion de la DHEA y su metabolito sulfatado DHEA-S asi como el
aumento de la incidencia de dichas enfermedades, estas enfermedades son del
tipo cardiovascular, cognitivas, metabdlicas o motoras; debido a esto se ha
considerado, desde hace mas de una década que la DHEA esta relacionada con

la salud general del ser humano (Rainey WE et al., 2002).
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Niveles fisiol6gicos de testosterona

La concentracion en sangre periférica de la TES, en un adulto sano se encuentran
entre los 11-36 nmol/L (Perusquia M y Villalon CM., 2010; Orrego A et al., 2004),
sin embargo, de esta concentracion solo el 2% de la TES se encuentra en forma
libre en la sangre (Ostatnikova D et al., 2002) y el 98% se encuentra unida a
proteinas de unidn que se encargan del transporte de moléculas no-hidrosolubles,
como la albumina y la globulina fijadora de hormonas sexuales, lo que impide que
la TES ingrese al citoplasma de las células (Diver MJ et al., 2002).

Tabla 1. Niveles en plasma de TES en hombres y mujeres en funcién de la edad
(ng/dL) (Tomada y modificada de Ottinger MA., 1998).

, Niveles de TES , Niveles de TES
Edad: (ng/dL): Edad: (ng/dL):
0-5 meses 75-400 0-5 meses 20-80
6 meses-9 afios <7-20 6 meses-9 afios <7-20
10-11 afios <7-130 10-11 afios <7-44
12-13 afos <7-800 12-16 afos <7-75
14 anos <7-1,200 17-18 afios 20-75
15-16 afos 100-1,200 19+ afnos ago-60
17-18 afos 300-1,200
19+ afios 240-950
Hombre )
adulto 270-1,070 Mujer adulta ¢ -

i promedio
promedio
30+ afos -1% por afio

Al igual que ocurre con la DHEA y su metabolito sulfatado DHEA-S, los niveles
plasmaticos de la TES disminuyen de forma progresiva con la edad, como se
observa en la figura 4, entre los 30 y 40 afios de edad alcanza su nivel maximo
(22-24 nmol/L) en hombres y después va disminuyendo hasta el fin de la vida

(Salom MG y Martinez JM.,2010), en mujeres también ocurre esta disminucién
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progresiva conforme avanza la edad, sin embargo los niveles plasmaticos son
menores ya que son otras hormonas como el 17-3 estradiol, las que se encuentran
en mayor cantidad y regulan las funciones hormonales de las mujeres (Reyna A et
al.,2002).

Niveles fisiologicos de 178-estradiol

Los niveles del E2 en plasma en la mujer promedio varian de acuerdo a la etapa
de su ciclo menstrual en el que se encuentren. En la Tabla 1 se muestran estos

valores.

Tabla 2. Niveles fisiolégicos del E2 en plasma en las diferentes fases del ciclo
menstrual de la mujer promedio. (Borawski D, Bluth MH., 2011)

Fase del ciclo menstrual Niveles de E2 (pg/mL)
Fase foliclular ' 57-227 pg/mL
Fase preovulatoria 127-476 pg/mL
Fase leutinizante 77-227 pg/mL

Cuando existe periodo de embarazo los niveles del E2 varian de acuerdo a la
semana de embarazé en la que se encuentre la mujer, cuanto mas cerca esté del

parto, mas alta sera su concentracion.

Al igual que ocurre con la DHEA y la TES los niveles del E2 van disminuyendo
progresivamente después de la tercera década de la vida y en el periodo de

menopausia los niveles van de 19.7-8.0 pg/mL (Amado JA., 2013).

Se ha observado que la disminucion de TES, DHEA y E2 esta asociada con una
mayor incidencia de padecimientos relacionados con el género y se han asociado
a patologias como las enfermedades metabdlicas, endocrinas, disfuncién eréctil,
neurodegenerativas, cardiovasculares, respiratorias y de tipo alérgico (Traish et
al., 2009).
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Principales mecanismos de accion de las hormonas sexuales.

Los mecanismos de sefializacion de las hormonas sexuales son dos; el
mecanismo clasico o gendémico, que involucra la modulacion de la expresion de
diversos genes y el mecanismo no gendmico que es independiente de la

modulacién de genes y se distingue principalmente por la rapidez de sus efectos.

El mecanismo gendmico es caracteristico debido a que sus efectos se observan
a largo plazo y son irreversibles. En este mecanismo, las hormonas esteroides
sexuales son activadas al atravesar la membrana plasmatica y unirse a su
receptor citoplasmatico especifico (Prieto GA et al.,, 2002). Los receptores
intracelulares especificos para cada grupo de esteroides sexuales son: los
receptores a estrégenos (Era y Erf); los receptores a progestinas (PR-A PR-B) y
el receptor a androgenos (RA). Los principales receptores para hormonas
sexuales se encuentran dentro de las células, ya sea en el citoplasma o en el
nacleo. Los complejos formados por las hormonas esteroideas y sus receptores
son transportados hacia el nucleo celular, donde actian como factores de
transcripcion, uniéndose al ADN y activando o reprimiendo uno o mas genes. Los
genes activados generan nuevo RNAmM (RNA mensajero) que dirige la sintesis de

nuevas proteinas (Pennel TM y Morrow EH., 2013).

En el mecanismo no genémico de las hormonas esteroides sexuales, al
contrario del mecanismo gendémico los efectos ocurren rapidamente de segundos
a minutos y sus efectos son reversibles debido a que no requiere de procesos de
trascripcion y sintesis de proteinas para producir el efecto deseado y no requiere
de la unién de la hormona a su receptor intracelular especifico (Falkenstein et al.,
2000; Wierman., 2007). Debido a esto el efecto debe ser mediado por los
receptores, por la activacion o bloqueos de canales, intercambiadores, etc.
(Nemere y Farach C., 1998), como, por ejemplo, la regulacion de los canales
idnicos (de Na*, Ca?* o K*) de la membrana plasmatica, las proteinas tirosina
cinasa, el GMPc (Guanosin Monofosfato Ciclico) o el AMPc (Adenosin

Monofosfato Ciclico) (Simoncini y Genazazani., 2003; Rahman y Christian., 2007).
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Las hormonas sexuales y su efecto sobre las vias aéreas

Actualmente los efectos genémicos y no gendmicos de las hormonas sexuales en
las vias aéreas no se han esclarecido completamente (Revisado por Ortelt-
Prigione., 2012; Verma et al., 2011) ya que existen distintas opiniones con relacion
al comportamiento de las vias aéreas frente a la accion de las hormonas sexuales

en las distintas etapas de la vida tanto en hombres como en mujeres.

Con respecto a la DHEA, se ha observado que esta hormona produce efectos
antiinflamatorios en las vias aéreas, funcionando como un factor de transcripcién
(Karsperska-Zajac., 2010; Yu et al., 1999; Yu et al., 2002) el cual puede disminuir
al factor de necrosis tumoral a (TNFa, citocina proinflamatoria) (Kimura et al.,
1998) e inhibir los niveles de la inmunoglobulina IgE, la cual esta presente en
cantidades elevadas en distintos procesos alérgicos. En pacientes con
exacerbaciones frecuentes, los niveles de DHEA y DHEA-S se encuentran
disminuidos, es por esta razén que se sefiala que los efectos antiinflamatorios de
la DHEA podrian utilizarse en el tratamiento para prevenir el desarrollo del asma
alérgica (Sudo et al., 2001). Asimismo, se ha documentado que la restitucion de
los niveles fisioldgicos de la DHEA causa mejorias en pacientes asmaticos (Choi
et al., 2008; Eusebio et al., 2011). Recientemente se estudid la accion relajante de
la DHEA en el MLVA de cobayos normales y sensibilizados, pre contraidos con
Cloruro de Potacio (KCIl), Carbacol (CCh) o Ovalbumina (OVA) a diferentes
concentraciones, observandose un efecto relajante dependiente de la
concentracion (Espinoza J et al., 2013).

Se ha reportado que la TES al igual que la DHEA, también induce efectos
benéficos en los hombres asmaticos y otras enfermedades alérgicas y que la
administracion de esta provoca disminucion de las respuestas inflamatorias (Olsen
y Kovacs., 1995) y disminuye los sintomas de hombres asmaticos que padecen
hipogonadismo. La TES también disminuye la IL-B y el TNFa, las cuales son
citosinas proinflamatorias, e incrementa los niveles de la IL-10 (Corrales et al.,
2006; Malkin et al.,2004).
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Aunado a sus acciones (gendmicas) antiinflamatorias, los andrégenos inducen
efectos no gendémicos sobre las vias aéreas. Es conocido que provocan relajacion
de diferentes tipos de musculo liso, como son el vascular y el uterino; se ha
reportado que este efecto relajante es mediado por el bloqueo de los VDCC
(canales de Ca?* dependientes de voltaje) (Perusquia et al., 2005; Montario et al.,
2008). En este contexto, las evidencias experimentales del efecto relajante de los

androgenos sobre el MLVA son escasas.

En un estudio realizado con anillos traqueales de conejo, se reportd que la TES
relaja el MLVA contracturado con acetilcolina (10 uM) o CCh (10 uM), de manera
dependiente de la concentracién (Kouloumenta et al., 2006). En dicho estudio se
mostrd que el efecto relajante de la TES es del tipo no gendmico, independiente
del receptor a andrégeno (RA) intracelular. Este trabajo fue la primera evidencia
de tipo experimental que muestra que la TES posee un efecto relajador benéfico

sobre las vias aéreas.

Posteriormente, se han realizado otros estudios en los cuales se observé que en
el MLVA, la TES produce relajacién mediante el bloqueo de los Canales de Ca?*
tipo L (Perusquia M., 2014). Actualmente existen variadas evidencias del efecto
relajante de la TES en el MLVA. En el laboratorio de investigaciéon en asma de la
facultad de medicina, se observo en distintas ocasiones que el MLVA, después de
haber sido contracturado y posteriormente haberle adicionado TES, no solo
llegaba a su basal si no que relajaba mas alla del tono basal, cabe mencionar que
el tono basal es considerado el punto intermedio entre la contraccién y la
relajacion del musculo liso traqueal, estas observaciones abrieron el panorama a
realizar nuevos estudios con el tono basal, debido a que no existen experimentos
realizados con hormonas sexuales y el tono basal del MLVA. Recientemente
Flores Soto E y col., 2015. Encontraron que la TES induce relajacion a
concentraciones nanomolar mediante el bloqueo de los canales de Ca?*tipo Ly a
concentraciones micromolar mediante el bloqgueo de SOC (canales de Ca?

operados por depdsito) y de forma autocrina libera a una prostaglandina (PGE-z).
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Con respecto a los estrogenos existe evidencia clinica en la que se ha observado
que la exacerbacion del asma es mayor cuando los niveles de los estrogenos son
menores. En algunos estudios se ha observado que el E2 produce distintos efectos
proiinflamatorios en las vias aéreas los cuales estan relacionados con el asma y
otros padecimientos alérgicos (Tam et al., 2011; Komi y Lassila., 2000 y
Hamelmann et al., 1999), como son el incremento de numerosas moléculas y
células proniflamatorias y la estimulacion de la presentacion de los antigenos
(Murphy y Gibson., 2008; Melgert et al., 2007; Coerteling y Trifillieff., 2004;
Haggerty et al., 2003; Seymour et al.,2002 y Tam et al.,2011). Estos efectos
proiinflamatorios son llevados a cabo mediante un mecanismo genémico y algunos
autores los sefialan como los responsables de la incidencia del asma en mujeres
en edad reproductiva (Choi., 2011; Romieu et al., 2010; Macsali et al., 2009; Jarvis
y Leynaert., 2008; Zaitsu et al., 2007; Salam et al., 2006; Gillum., 2005; Barr y
Camargo Jr., 2004; Fagan et al., 2003; Lange et al., 2001; Drimanov Yy
Oppenheimer., 1998 y Troisi et al., 1995;); contrario a esto existen otros estudios
en los que se ha observado que los estrogenos tienen un efecto relajante no
genomico del MLVA (Townsend et al., 2010).

Recientemente se han realizado estudios in vitro en preparaciones bronquiales y
traqueales de ratén, en donde se observa que el estradiol, a concentraciones
fisiolégicas (Tabla 1) previene la contraccion inducida por carbacol (CCh)
mediante un mecanismo no gendémico (Dimitropulou et al.,, 2005). En otros
estudios también se ha demostrado que el estradiol induce diferentes efectos no
gendmicos como son, la sintesis del 6xido nitrico (NO), el incremento de los
niveles del GMPc y la disminucién de la concentracion del Ca?* intracelular [Ca?*]i
(Townsend et al., 2012; Townsend et al., 2010 y Pang et al., 2002) lo que provoca

una relajacién del MLVA.

Actualmente se cuenta con poca informacion acerca del papel de las hormonas
sexuales en la regulacion del tono basal de las vias aéreas o de sus efectos en el
MLVA. A continuacion, describiré las principales proteinas involucradas en este

mecanismo.

23



Principales mecanismos que mantienen el tono basal

Se conocen al menos tres proteinas transportadoras que de manera particular
participan en el mantenimiento del tono en su estado basal: 1) La ATPasa de Ca?*
de la membrana plasmatica (PMCA, por sus siglas en inglés), la cual transporta
Ca?* del citoplasma hacia el medio extracelular. 2) La ATPasa de Ca?* del reticulo
sarcoplasmico (SERCA, por sus siglas en inglés), que se encarga de transportar al
Ca?* del citoplasma al interior del reticulo sarcoplasmico (RS). Ambas proteinas
utilizan ATP como fuente de energia para transportar Ca* en contra del gradiente
electroquimico y ambas bombas son ATPasas de tipo P, las cuales se
caracterizan por presentar un intermediario fosforilado obligado en el ciclo de
bombeo (Wray S., 2007 y Clapham., 1995). 3) El intercambiador Na*/Ca?* en su
fase normal (NCX), un cotransportador que trabaja a favor del gradiente
electroguimico del Na*y cuya funcién principal es sacar 1 ion Ca?* del citoplasma
al espacio extracelular por cada 3 iones Na' que introduce al citoplasma
provenientes del medio extracelular (DiPolo R y Beaugé L., 2006; Blaustein MP y
Leader WJ., 1999).
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Figura 4. Esquema que muestra las tres proteinas principales responsables de mantener
el tono basal que son, ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA), ATPasa de la
membrana plasmatica (PMCA), y NCX. (Creado en el laboratorio de asma).
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ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico

La familia de SERCA es el producto de al menos tres diferentes genes que
generan un minimo de 11 proteinas diferentes. La bomba SERCA pertenece a la
familia de las ATPasas tipo P, que incluye a la PMCA, la ATPasa de Na*/Ca?*y
las ATPasa de H*y de K*. Esta proteina tiene una masa molecular de 110 kDa y
se localiza en la membrana del RS o del RE. La caracteristica més notable de este
tipo de bombas es que son capaces de transferir un fosfato terminal del ATP a un
residuo de aspartato en el dominio catalitico, resultando en un cambio
conformacional reversible. La bomba es reconocida como el principal sistema para
el control del Ca?* citoplasmico en células musculares y su habilidad para disminuir
el Ca?* del citosol, a la par de otros mecanismos celulares, induce relajacion.
Diversos estudios han demostrado que la bomba transporta dos iones Ca?* por
una molécula de ATP hidrolizada (Brini y Carafoli., 2009; Periasamy vy
Kalyanasundaram., 2007) y cotransporta un ién H* en intercambio por Ca?*. Menos
de 4 H* se liberan al citoplasma por cada 2 iones de Ca?* bombeados (Brini y
Carafoli., 2009; Floyd Ry Wray S, 2007).

ATPasa de la membrana plasmatica

La bomba PMCA es el producto de cuatro diferentes genes expresadas de manera
tejido-especifico con muchas versiones alternativas (Clapham., 1995). En varios
estudios se ha documentado un patron de expresion de las PMCAs tejido vy

desarrollo especificos (Strehler y Zacharias., 2001).

Una caracteristica importante de las bombas PMCA es que son autoinhibitorias,
bajo condiciones normales el extremo COOH terminal de la bomba se dobla sobre
si mismo para interactuar con dos sitios en la primera y segunda asa sistolica de la
enzima obstruyendo el sitio activo y, cuando las concentraciones de [Ca?*]i se ven
incrementadas, el complejo Ca?*-calmodulina se une a estas bombas, libera la
inhibicién, e incrementa la salida de Ca?* de la célula (Brini y Carafoli., 2009; Edes
y Krains., 1998). La PMCA opera con una alta afinidad por el Ca?* y una baja
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capacidad de transporte, presentando una estequiometria de 1:1 Ca?*/ATP;
funciona como un intercambiador Ca?*/H* (Brini y Carafoli., 2009; Floyd R y Wray
S., 2007).

Intercambiador Na+/Ca?*

En diversos estudios se ha reportado al intercambiador NCX en una amplia
variedad de células y tejidos animales y constituye uno de los mecanismos mas
importantes para expulsar Ca?* de citoplasma al medio extracelular (DiPolo y
Beauge., 2006; Blaustein MP y Leader WJ., 1999). La bidireccionalidad de este
intercambiador dependera del gradiente de Na*, dicha proteina en su forma
normal introduce 3 iones Na* al citoplasma por cada ion Ca?* que expulsa fuera de
la célula, y en su forma reversa (NCXrev) introduce un ion Ca?* por cada 3 iones
Na* que saca de la célula (Matsuda et al., 1997; DiPolo y Beauge., 2006; Blaustein
MP y Leader WJ., 1999).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen antecedentes que muestran el efecto relajante de DHEA, TES y 17[3-
estradiol en el MLVA, sin embargo, es desconocido el papel de dichas hormonas
en el tono basal del MLVA y resultan importantes explorarlos, ya que el tono basal
es considerado el punto intermedio entre la relajacién y la contraccion. Ademas,

los mecanismos involucrados son diferentes.
HIPOTESIS

Debido a que la DHEA, TES y 17B-estradiol tienen un efecto broncodilatador sobre
el MLVA, cuando es contracturado con diferentes agonistas, se espera que estas
hormonas induzcan un efecto de relajacién en el tono basal del musculo liso de las

vias aéreas de cobayo.

OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de la, DHEA, TES y 17B-estradiol, en el tono basal del

musculo liso de las vias aéreas de cobayo.
Particulares

1. Evaluar el efecto de la DHEA, TES y 173-estradiol (10 puM, 32 uM, 100 uM y
178 uM) en el tono basal del MLVA de cobayos.

2. Comparar el efecto relajante de cada una de las concentraciones de cada

hormona, entre cada una de ellas (DHEA, TES y 173-estradiol).

3. Realizar una curva concentracion respuesta del salbutamol durante el tono

basal. (sustancia de referencia en la relajacion).

4. Comparar el porcentaje maximo de relajacion de DHEA, TES y 17-8
estradiol, con el Salbutamol.

5. Determinar que hormona ejerce el mayor efecto de relajacion.
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METODOLOGIA

El manejo de los animales y su sacrificio se realizara de acuerdo a la norma:
NOM-062-Z00-1999. Los desechos de los diversos experimentos se manejaran
conforme a las normas NOM-085-SEMARNAT-2011 y la NOM-087-SEMARNAT-
SSA1-2002, Proteccién ambiental- Salud ambiental-Residuos peligrosos biologico-
infecciosos- Clasificacion y especificaciones de manejo. Para el presente trabajo
se utilizaron cobayos machos de la cepa Hartley, con un peso de 350 a 450 g,

provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Los cobayos fueron sacrificados mediante una sobredosis de pentobarbital sédico
(35 mg/Kg i.p.), desangrados e inmediatamente después se extrajo la trAquea y se
colocé en una caja Petri con solucion de Krebs Ringer con la siguiente
composicion (mM): NaHCOs (25), NaCl (118), KCI (4.77), KH2PO4 (1.20), MgSOa4
(1.20), CaClz (2.5) y Glucosa (11). La solucion se mantuvo a temperatura de 37°C
y burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa de 5% de CO2 y 95% de
O2 para mantener un pH de 7.4. Posteriormente, se eliminé el exceso de tejido
conjuntivo adyacente bajo microscopio estereoscopico e inmediatamente después
la traquea se seccioné en ocho segmentos, cada uno fue destinado a diferentes

condiciones experimentales.

Cada segmento fue colocado en una camara individual de 6érganos aislados, la
cual en la parte posterior tiene un transductor de tensién isométrica (Modelo FTO03;
Grass instruments, West Warwick, RI, USA) conectado a un amplificador de sefial
CyberAmp 380, Axon instruments, Foster City, CA, USA) y que a su vez estaba
conectado a un convertidor analogo digital (Digidata 1440A; Axon). y cada camara
contenia 5 ml de solucién de Krebs Ringer con burbujeo constante y a temperatura
de 37°C. La tension generada fue registrada, almacenada y analizada en una
computadora mediante el programa (AxoSxope versién 10.2; Axon). Las
preparaciones se mantuvieron en reposo por 45 minutos antes de iniciar los

diferentes protocolos experimentales.

Con el propésito de normalizar las respuestas de los tejidos, estas se estimularon
tres veces con KCI (60 mM) durante 20 minutos o hasta alcanzar la respuesta
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méaxima de contraccién, posteriormente se lavaron con solucion de Krebs Ringer y

cuando regresaron a su basal se dejaron en reposo por 30 minutos.

Una vez estable el tono basal de los tejidos se adiciond a concentraciones Unicas
DHEA (10 pM, 32 uM, 100 uM y 178 uM) para cada camara con el objetivo de
inducir una relajacion del tono basal hasta que se llegé a su maxima relajacion,
esto tard6é aproximadamente 20 minutos, posteriormente se detuvo el experimento
y se desmontaron los tejidos. Se realizé el mismo protocolo con testosterona (10
uM, 32 uM, 100 uM y 178 uM) y 17B-estradiol (10 uM, 32 uM, 100 uM y 178 uM).

Con la finalidad de tener una sustancia con la cual se pueda comparar el efecto de
cada hormona, se utilizé salbutamol, ya que es conocido que es un potente
broncodilatador. Se sigui6é el mismo protocolo experimental que con las hormonas,
a concentraciones de 10 nM, 32 nM, 100 nM y 320 nM.

Farmacos.

Todas las sustancias utilizadas fueron adquiridas en Sigma (Chemical Co., St
Louis MO., EUA): Dehidroepiandrosterona (3B-hidroxi-5-androsten-17-ona),
testosterona (17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona), 17@-estradiol (1, 3, 5-estratrien-
3,17B-diol) y salbutamol. Todas las hormonas y se disolvieron en etanol y el
salbutamol en agua. Cada concentracion fue aplicada en un volumen final de 0.1%

v/v en 5 ml de solucion de Krebs Ringer.

Salbutamol.
CHs Agonista selectivo de los receptores adrenérgico (2 del
CH; . : : .
HO muasculo liso bronquial, broncodilatador con poca o
N CHz . . L
H ninguna accion sobre receptores adrenérgicos 1 del

musculo cardiaco, utilizado para prevencion y tratamiento
OH sintomatico del broncoespasmo en asma bronquial y en
otros procesos asociados a obstruccion reversible de vias

OH respiratorias (www.vademecum.es).
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Andlisis estadistico

El efecto producido por las hormonas y el salbutamol en el tono basal es
presentado como porcentaje (%) de relajacion del tono basal con respecto a 1 g
de tension que representa el 100 %. Los datos presentados en los graficos de
barras representan la media £+ ESM. Se realizO una comparacion de cada
porcentaje de relajacion de todas las concentraciones de las hormonas y del
porcentaje maximo de relajacion de dichas hormonas con el porcentaje maximo de
relajacion del salbutamol. El analisis se hizo mediante una prueba de analisis de
varianza de una via seguido de una prueba de comparaciones multiples Tukey-
Kramer. La significancia estadistica se fij6 a una p<0.05. Se realizaron graficos de
barras de promedio £+ ESM. En todos los experimentos la n=4 corresponde a

diferentes cobayos machos.
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RESULTADOS

1. La DHEA produce disminucién del tono basal en el MLVA de cobayo.

Después de la tercera administracion de KCI el tejido se lavd con Krebs
regresando a su tono basal original, pasados 30 minutos se estimulo al tejido con
dosis Unicas de DHEA (10 uM, 32 pM, 100 uM y 178 uM), produciendo la
disminucién del tono basal dependiente de la concentracién (14.76 = 3.48 %,
24.52 + 4.27 %, 41.758 = 4.10 % y 50.74 £ 2.87 % respectivamente), es decir a
mayor concentracidon mayor es la relajacion observada en estos tejidos, estos
porcentajes se obtuviendo con respecto al gramo de tensiébn al cual se

encontraban los tejidos el cual representa el 100% del tono basal del MLVA.
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Figura 5. A) Registro original que muestra el efecto de la DHEA (10, 32, 100 y 178 uM) sobre el
tono basal del MLVA de cobayo. B) Porcentaje de relajacion con respecto a 1 g de tensién (100 %)
inducido por la DHEA en el tono basal del MLVA. Cada barra corresponde a los promedios del
porcentaje de relajacién de cada concentracion £+ ESM. Al igual que en los registros originales se
observa como los porcentajes de relajacion (14.76 + 3.48%, 24.52 + 4.27%, 41.758 + 4.10% y

50.74 + 2.87%) son dependientes de la concentracion.
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2. Efecto de la TES en el tono basal del MLVA de cobayo.

La administracién de TES en dosis unicas (10 yM, 32 uM, 100 uM y 178 uM). Al
igual que se observé con la DHEA la TES produce una disminucién del tono basal
dependiente de la concentracion, pero en menor proporcion (10 uM = 7.26 + 1.81,
32 UM =27.54 + 4.84, 100 pM=35.95+4.39y 178 uM = 41.20 + 4.48).
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Figura 6. A) Registro original que muestra el efecto de la TES (10, 32, 100 y 178 uM)
sobre el tono basal del MLVA de cobayo. B) Porcentaje de relajacién con respecto a 1 g
de tension (100 %) ejercido por la TES en el tono basal del MLVA. Cada barra
corresponde a los promedios del porcentaje de relajacion de cada concentracion + ESM.
Se observa como el porcentaje de relajacion es dependiente de la concentracion y al
comparar con la DHEA se observa un porcentaje de relajacion muy similar por lo que no

hay diferencia significativa entre los efectos de ambas hormonas.
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3. El 17B-estradiol no produce disminucién significativa del tono basal del MLVA de

cobayo.

Se siguid el mismo protocolo experimental que con DHEA y TES, a diferencia que
con las dos hormonas anteriores el estradiol produj6 una disminucion muy
pequefia del tono basal (10 uM= 9.06 + 5.35 %, 32 uM = 9.15 £ 2.21 %, 100 pM =
13.50 = 4.15 %) y con la mayor concentracion de estradiol (178 uM) se observo un

ligero aumento del tono basal.
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Figura 7. A) Registro original que muestra el efecto del 17-8 estradiol (10, 32, 100y 178
UM) sobre el tono basal del MLVA de cobayo. B) Porcentaje de relajacion con respecto
a 1 g de tension (100%) ejercido por E2 en el tono basal del MLVA de cobayo.
Cada barra corresponde a los promedios del porcentaje de relajacién de cada

concentracién + ESM.
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4. El efecto del salbutamol en el tono basal del MLVA de cobayo es similar al
efecto producido por DHEA y TES.

Bajo el mismo protocolo experimental que con las hormonas sexuales, se observo
que la estimulacion con salbutamol induce un efecto relajante, el cual es
dependiente de la concentracion (10 nM y 32 nM, la relajacion maxima se observo
con la concentracion de 32 nM (44.68 £ 6.89%). Por otro lado, la estimulacién con
100 nM y 320 nM (100 nM= 35.97 + 4.17%, 320 nM= 22.83 + 6.30%) muestran
una reduccion en la relajacion del tono basal cuando la comparamos con 32 nM.
Esta disminucion de la respuesta con concentraciones de 100 nM y 320 nM
probablemente sea debido a una desensibilizacién de los receptores adrenérgicos
B2. La relajacion promovida por el salbutamol es similar a lo observado con DHEA
y TES, pero con la diferencia que el efecto del salbutamol es mas potente que el
inducido por las hormonas, ya que su efecto se observd a concentraciones mil

VECES menores.
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Figura 8. A) Registro original que muestra el efecto del Salbutamol (10, 32, 100 y
320 nM) sobre el tono basal del MLVA de cobayo. B) Porcentaje de relajacion con
respecto a 1 g de tensién (100 %) ejercido por el Salbutamol en el tono basal del
MLVA de cobayo. Cada barra corresponde a los promedios del porcentaje de

relajacion de cada concentracion £ ESM.
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Figura 9. Comparacién de los porcentajes de relajacién de DHEA, TES ,17B-estradiol y salbutamol. La DHEA
(A) y la TES (B) provocan una relajacion dependiente de la concentracién en el tono basal del MLVA de
cobayo observandose su respuesta mdxima a una concentracion de 178 uM. Un efecto minimo puede
observarse con E2 (C) el cual no es significativo. DHEA y TES muestran efectos de relajacion en el tono basal
similares sin diferencia significativa entre ellos (P > 0.05), pero estadisticamente diferente a E2 (P<0.001).
Comparando las respuestas maximas de DHEA y TES con la respuesta maxima de la sustancia de referencia,
salbutamol 32nM (D), sus porcentajes de relajacion nuevamente son similares (P > 0.05). Al igual que con TES
y DHEA, el salbutamol en comparacién con el E2 muestra una diferencia significativa (P<0.001). Se realizé un
anadlisis de varianza de una sola via mediante una prueba de Tukey-Krammer. Cada barra representa el

promedio del porcentaje de relajacion £ ESM.
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Tabla 3. Promedio de los porcentajes de relajacion de DHEA, 17- 3 estradiol, TES
y salbutamol con sus respectivos errores estandares de la media (ESM),
desviaciones estandar (DE) y numero de tejidos utilizados (n).

DHEA (% de relajacion)

17B-estradiol (% de relajacion)

promedio -14.76 = | promedio -24.52 + | promedio | -41.758 +4.10 | promedio -50.74
3.48 4.27 2.87

DE 13.48866 | DE 16.529405 | DE 15.87422355 | DE 8.6260312
64 8 2

n 15| n 15| n 15| n 9

promedio -9.06 + | promedio -9.15 + | promedio -13.50 £ 4.15 | promedio 10.74
5.35 2.21 2.80

DE 16.03722 | DE 7.0023088 | DE 13.11912713 | DE 6.2527983
9 7 4

n 91n 10 [ n 10 | n 5

Salbutamol (% de relajacion)

promedio -7.26 £ | promedio -27.54 £ | promedio -35.95 +4.39 | promedio -41.20 £
1.81 4.84 4.48

DE 5.442156 | DE 14.506927 | DE 13.8977581 | DE 12.674992
43 2 8

n 91|n 9(n 10 | n 8

promedio -24.47 + | promedio -44.68 + | promedio -35.97 +4.17 | promedio -22.83 +
2.71 6.89 6.30

DE 6.643446 | DE 16.882566 | DE 10.22296173 | DE 12.612823
9 5 6

n 6| n 6|n 6|n 4
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DISCUSION

Los resultados de la presente tesis muestran que la DHEA y la TES tienen la
capacidad de inducir un efecto de relajacion en el tono basal del MLVA de cobayo,
el cual es dependiente de la concentracion. En cambio con el 17p-estradiol a

diferencia de la DHEA y TES no se observa este efecto de relajacion significativo.

Estudios previos nos sugieren un papel importante de los efectos bioldgicos de las
hormonas sexuales como relajantes del MLVA mediante efectos genémicos y no
genomicos por ejemplo la TES induce efectos relajantes sobre las contracciones
inducidas por Ach y CCh en tradquea aislada de conejo (Koulomenta et al., 2006) y
sobre contracciones inducidas por CCh y KCI en tiras aisladas de MLVA de bovino
(Bordallo et al., 2008), asi mismo, se ha reportado que las hormonas sexuales
femeninas como el 17B-estradiol previenen la contraccién provocada por CCh o
histamina mediante un mecanismo de accion tipo no genémico (Perusquia et al.,
1997).

En este trabajo se reporta por primera vez el efecto de relajacion de diferentes
hormonas sexuales en el tono basal del MLVA de cobayo mediante el efecto no
genodmico debido a la rapidez con la que se observaron los efectos, cabe
mencionar que el tono basal es considerado como el punto intermedio entre la
relajacion y la contraccién. En la figura 5 podemos observar que el tono basal es
relajado significativamente por la DHEA en todas sus concentraciones probadas
(10, 32,100y 178 uM, n=9-15) y en la figura 6 se observa que la TES solo en las
Gltimas tres concentraciones probadas (32,100 y 178 uM, n=5-10), previamente
efectos relajantes similares se habian observado en algunos estudios, en uno de
ellos se muestra el efecto relajante de la DHEA en el MLVA de cobayo cuando
este fue contracturado por diferentes sustancias (Espinoza et al., 2013), en dicho
estudio se observo que esta hormona induce una relajacibn mas alla del tono
basal y recientemente en otro estudio Perusquia y col. En 2015 demostraron que
la TES inducia un efecto de relajacion cuando el tejido era contracturado con
CCh., ya que la TES bloquea a los VDCC-L (canales de calcio dependendientes

de voltaje tipo L) y a los SOC (canales de calcio operados por depdsito), asi como
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induce endégenamente la produccién de PGE:. En este estudio se observo que la
intensidad de la relajacion de la TES era mayor al tono basal, sin embargo
ninguno de estos estudios ni ningan otro se ha centrado a evaluar el efecto de las

hormonas sexuales especificamente en el tono basal.

Como se puede observar en la tabla 1, los porcentajes de relajacion de DHEA y
TES a concentraciones del78 pM (51 = 3% y 41 + 5% respectivamente) son
semejantes y hay 10 % de diferencia no significativa lo cual nos sugiere que
probablemente estas hormonas estén ejerciendo su efecto siguiendo el mismo
mecanismo, el cual es desconocido, pero podrian estar actuando sobre alguno o
varios de los principales mecanismos que mantienen el tono basal los cuales son:
ATPasa del Reticulo Sarcopldsmico, la ATPasa de la Membrana Plasmatica, el
intercambiador Na*/Ca?*, los canales de Ca?*y los canales de calcio operados por
depdsito (SOC).

Por otro lado, con el E2 se observo que induce un pequefio pero no significativo
efecto de relajacion sobre el tono basal del MLVA de cobayo (32 y 100 uM, n=5-
10), estos resultados podrian relacionarse a los efectos de los estrogenos
observados por Troisi y col en 1995 en un estudio epidemiolégico de mas de
100,000 enfermeras de los EE.UU, donde reportd que el uso largo o la terapia de
reemplazo con estradiol aumentan los riesgos de sufrir asma. Otro ejemplo seria
el de Lieberman y col.,, en 1995 encontr6 un pequefio pero significativo
empeoramiento del flujo espiratorio maximo entre las mujeres con asma después
de comenzar la terapia de reemplazo con estradiol. Reciénteme, en nuestro
laboratorio observamos que el estradiol produce hiperreactividad del masculo liso
traqueal de cobayo a la histamina en concentraciones de 1y 10 uM, asi como a la
5-HT (5-hidroxitriptamina) a concentraciones de 320 nM. No sabemos porque el E>
no tuvo el mismo efecto relajante que la DHEA y la TES y en la bibliografia no hay
trabajos precedentes del efecto del E2 sobre el tono basal, por lo que solo
podemos afirmar que no tiene el mismo efecto que la DHEA y la TES y para fines

de la presente tesis no se considera que tiene un efecto relajante del tono basal.
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Se realizd la comparacion del efecto de las hormonas sexuales con un
broncodilatador conocido, el salbutamol, el cual es un agonista adrenérgico (2. Se
observd que, los porcentajes de relajacion son semejantes a la DHEA y TES
(45+7%, 51+3% y 41+5% respectivamente), y no se encontré diferencia
significativa entre ellos, sin embargo las concentraciones del salbutamol fueron mil
veces menores, esto quiere decir que su efecto es mas potente pero igual de
eficaz que DHEA y TES. Es prudente mencionar que estos agonistas adrenérgicos
B como el salbutamol poseen efectos secundarios (Giubergia., 2009; Huclova et
al., 2003), como taquicardia; por lo que el uso prolongado de estos agonistas
adrenérgicos B2 aun sigue siendo debatido (Arboe y Ulrik., 2013; Hizawa., 2009) y
hace necesario que se busquen nuevas alternativas terapéuticas. Ademas de que
en ocasiones se complementa su uso con corticosteroides, por su potente accién

antiinflamatoria (Edmonds et al., 2012; Barnes y Adcock., 2003).

Es por esto que, aunque DHEA y TES mostraron menor potencia que el
salbutamol, sus acciones relajantes sobre el tono basal son igual de eficaces y
podrian ser consideradas como una alternativa para el tratamiento de las
exacerbaciones asmaéticas, sobre todo la DHEA ya que no tiene efectos
hormonales genémicos como la TES, podria implicar cierto riesgo debido a que
esta hormona es la precursora tanto de TES como de E2, con respecto a esto
existe previamente un estudio en el cual se administr6 DHEA-3-sulfato en forma
nebulizada como antiinflamatorio, el cual es un metabolito de la DHEA, y se
observo que ayudo a controlar el asma en pacientes masculinos y femeninos sin
modificar los niveles plasmaticos de las hormonas sexuales (Wenzel et al., 2010).
Por lo que creemos que realizando mas estudios esta hormona podria ser un

broncodilatador eficaz en enfermedades como el asma.
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En conclusion: DHEA y TES tienen un efecto relajante en el tono basal del MLVA
de cobayos dependiente de la concentracidn observandose el mayor porcentaje
de relajacion a la concentracion de 178 pM en ambos casos, mientras que el Ez
ejerce un minimo pero no significativo efecto relajante a concentraciones de 32 uM
y 100 pM.

Al no encontrarse diferencia significativa entre sus porcentajes de relajacion, tanto
DHEA como TES son igual de eficaces y menos potentes que el salbutamol en el

tono basal del MLVA de cobayo.
Perspectivas:

Explorar mediante la técnica de microfluorometria los mecanismos mediante los
cuales DHEA y TES estan llevando a cabo su efecto de relajacion en el tono basal
del MLVA de cobayo.
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